INTRODUCCIÓN {#sec1}
============

*Chlamydia trachomatis* es una bacteria intracelular obligada, y el agente bacteriano responsable de las infecciones sexualmente transmisibles más frecuentemente encontrado en todo el mundo. En las mujeres, la infección por *C. trachomatis* puede manifestarse como cervicitis o uretritis, aunque una gran proporción desarrolla la infección de manera asintomática. En algunos casos, la infección puede ocasionar infertilidad, embarazos ectópicos y dolor pelviano crónico. También ha sido asociada con abortos, aumento de la mortalidad neonatal, y rotura prematura de membranas. Debido a la trasmisión perinatal, el recién nacido puede tener bajo peso conjuntivitis, y neumonía \[[@cit0001], [@cit0002]\].

*C. trachomatis,* posee un plásmido críptico, sin embargo, existen cepas que carecen del mismo. Por otra parte, presenta en su membrana externa la proteína principal (MOMP), la cual presenta cuatro regiones variables expuestas en la superficie celular, donde se encuentran epitopes específicos de género, especie y genotipo \[[@cit0003]\].

En la actualidad los métodos más comúnmente empleados para el diagnóstico de las infecciones por *C. trachomatis* se basan en técnicas de amplificación de ácidos nucleicos. Se han desarrollado reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) con blanco de amplificación en el plásmido críptico, en el gen *omp*A que codifica para la proteína principal de membrana externa (MOMP) y en las subunidades ribosomales (rRNA). La técnica de PCR tiene una excelente sensibilidad, superior al cultivo y los métodos inmunológicos \[[@cit0002]\].

La especie *C. trachomatis* ha sido subclasificada en serotipos, sobre la base de la seroespecificidad de la MOMP. Los serotipos A, B y C están asociados con tracoma, del D al K son patógenos urogenitales y oculares en adultos, asociados también a la conjuntivitis neonatal. Mientras que L1, L2, L2a y L3, producen el linfogranuloma venéreo. Existe un nivel muy alto de identidad entre los genomas de los serotipos, ya que incluso los genomas más divergentes, son más de 99% idénticos en la secuencia \[[@cit0003]\].

No hay datos acerca de la prevalencia de la infección por *C. trachomatis,* en la Provincia de Misiones, ni de los genotipos circulantes. Este trabajo propone realizar el diagnóstico mediante técnicas de biología molecular, para avanzar en el conocimiento de la epidemiología de dicha infección.

El objetivo de este estudio fue detectar las infecciones por *C. trachomatis* en mujeres sintomáticas y asintomáticas de una población de la ciudad de Posadas, Misiones y caracterizar los genotipos presentes.

MATERIAL Y MÉTODOS {#sec2}
==================

Se utilizaron 505 muestras tomadas del cuello de útero de mujeres que concurrieron al laboratorio del Instituto de Previsión Social (IPS) de la provincia de Misiones, Argentina, con una solicitud de estudio de exudado vaginal, durante el período comprendido entre enero de 2012 y junio de 2013.

En el momento de la toma de la muestra se obtuvo el consentimiento informado de la paciente y se completó una ficha con datos personales y clínico-epidemiológicos.

Este trabajo contó con la aprobación del Comité de Investigación y el Comité de Bioética de la Unidad Académica del Parque de la Salud.

Las muestras fueron obtenidas con hisopo de dacrón y colocadas en 2 ml de PBS, pH 7,2.

La extracción de ADN se realizó con el equipo comercial NucleoSpin**^®^** Tissue de Macherey-Nagel, según protocolo del fabricante. Para la detección del plásmido críptico de *C. trachomatis*: se utilizó el protocolo de Mahony et al \[[@cit0004]\] utilizando los *primers* KL1: 5´TCCGGAGCGAGTTACGAAGA 3´ y KL2: 5´AATCAATGCCCGGGATTGGT 3´ obteniéndose un amplicón de 241 pb.

A partir del ADN extraído, mediante una PCR anidada, se amplificó un fragmento de 576 pb del gen *omp*A que permite detectar todas las especies de clamidias conocidas, usando los *primers* CHOMP 191: (5´GCIYTITGGGARTGYGGITGYGCIAC3´) y CHOMP 371: (5´TTAGAAICKGAATTGIGCRTTIAYGTGIGCIGC 3´) \[[@cit0005]\]. En la nested PCR, el fragmento amplificado fue de 420 pb, utilizando los *primers* CHOMP 20: (5´GGIGCWGMITTCCAATAYGCICARTC3´) y CHOMP 336: (5´CCRCAAGMTTTTCTRGAYTTCAWYTTGTTRAT 3´) \[[@cit0005]\].

Como control negativo de todas las reacciones se utilizó la mezcla de reacción sometida a las mismas condiciones pero sin ADN blanco. Como control positivo se utilizó ADN purificado de *C. trachomatis* de la cepa patrón *L2 434 Bu*.

El análisis de los productos obtenidos se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa. La aparición de bandas del tamaño del fragmento amplificado se observó al exponerlo a luz ultravioleta. Para determinar el tamaño del producto de amplificación, se utilizó un marcador de peso molecular de100 pb. Los productos de PCR amplificados fueron secuenciados en ambas direcciones por la empresa Macrogen Inc. de Geumcheon-gu Korea.

Previo al análisis filogenético se corroboraron los resultados de la secuenciación a través de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Las secuencias amplificadas fueron alineadas utilizando el programa MEGA 5 \[[@cit0006]\].

Para el análisis filogenético se estimó el modelo apropiado por jModel Test 0.1.1 \[[@cit0007]\]; se construyó un árbol filogenético por máxima Verosimilitud utilizando el software PhyML 3.0 \[[@cit0008]\] y se evaluó mediante el procedimiento de Bootstrap con 1000 pseudoréplicas.

Los números de acceso a GenBank de las secuencias patrones para la realización del árbol filogenético son: JN795446 (genotipo D), JN795448 (genotipo J) \[[@cit0009]\], FJ261931 (genotipo E), FJ261947 (genotipo F), FJ261928 (genotipo G), FJ261940 (genotipo Ia), FJ261925 (genotipo B); DQ064279 (genotipo A), DQ064289 (genotipo H), DQ064293 (genotipo K), DQ064294 (genotipo L1), DQ064295 (genotipo L2), DQ064296 (genotipo L3) \[[@cit0010]\]. Para enraizar el árbol filogenético se utilizó como extragrupo la especie *Chlamydia muridarum* cepa Nigg, número de acceso L19221.

**Análisis estadístico.** El análisis estadístico se efectuó con la prueba de Chi-cuadrado, con el programa SPSS versión 21.0. Se consideraron estadísticamente significativos los valores con p\<0,05. Los resultados de prevalencia se mostraron con un intervalo de confianza (IC) del 95%. La asociación entre variables se midió mediante el cálculo de Odds ratio (OR) con un IC del 95%.

RESULTADOS {#sec3}
==========

Se analizaron 505 pacientes, de las cuales 265 presentaron sintomatología y 240 eran asintomáticas. El rango de edad estuvo comprendido entre 14 y 52 años, con una media de 28,4 años (desviación estándar de 8,2). Se detectó infección por *C. trachomatis* en 43 de ellas, obteniéndose una prevalencia de 8,5 % (IC 95%: 6,4-11,3%). 30 referían síntomas, tales como secreción vaginal, prurito, dolor pelviano, etc. Así la prevalencia *de C. trachomatis* en las pacientes con síntomas fue de 11,3%, en cambio la mujeres asintomáticas fue del 5,4% (p=0,018 ([tabla 1](#t0001){ref-type="table"}).

###### 

Relación entre infección por C. trachomatis y presencia de síntomas, edad, edad de inicio de relaciones sexuales y respuesta inflamatoria vaginal.

  Síntomas                                         Sintomáticas (n = 265)   Asintomáticas (n = 240)   P       OR     IC 95%
  ------------------------------------------------ ------------------------ ------------------------- ------- ------ -----------
  *C. trachomatis* (+)                             30 (11,3)                13 (5,4)                  0,018   2,23   1,13-4,38
  *C. trachomatis* (-)                             235 (88,7)               227 (94,6)                               
  Rango de edad                                    15-26 años (n=244)       27-49 años (n=261)        P       OR     IC 95%
  *C. trachomatis* (+)                             28 (11,5)                15 (6,2)                  0,021   2,12   1,10-4,08
  *C. trachomatis* (-)                             216 (88,5)               246 (94,2)                               
  Rango de edad de inicio de relaciones sexuales   13-18 años (n=365)       19-33 años (n=148)        P       OR     IC 95%
  *C. trachomatis* (+)                             34 (9,3)                 9 (7,0)                   0,754   1,25   0,82-3,22
  *C. trachomatis* (-)                             331 (90,7)               139 (93,0)                               
  Respuesta inflamatoria vaginal                   Positiva (n=167)         Negativa (n=338)          P       OR     IC 95%
  *C. trachomatis* (+)                             20 (12)                  23 (6,8)                  0,05    1,86   0,98-3,5
  *C. trachomatis* (-)                             147 (88)                 315 (93,2)                               

La edad media de las pacientes con infección por *C. trachomatis* fue de 25,6 años (±6,9). El 60,5% de las mujeres infectadas pertenecían a la franja etaria comprendida entre los 14 y 25 años. En este grupo la prevalencia fue de 11,5%, significativamente superior al de las mujeres mayores de 25 años (6,2%) (p=0,021). Entre las mujeres que tenía una respuesta inflamatoria vaginal, la prevalencia de *C. trachomatis* fue superior a las mujeres sin la misma (12% vs. 6,8%) (p=0,05) ([tabla 1](#t0001){ref-type="table"}). Se consideraron otros factores tales como número de parejas sexuales, edad de inicio de las relaciones sexuales, embarazo, uso de anticonceptivos, uso de profilácticos; en ningún caso se encontró diferencia estadísticamente significativa.

De las 43 muestras positivas 40 fueron seleccionadas para la amplificación del gen *ompA*, de acuerdo al volumen remanente de ADN extraído. De estas 40 muestras estudiadas, se obtuvo un producto de amplificación en cantidad y calidad suficiente para secuenciar en 13 de ellas. El resto de las muestras no se consiguió amplificar, debido posiblemente a bajos niveles de ADN bacteriano y/o falta de suficiente volumen de muestra.

El análisis por BLAST de la región secuenciada corroboró que pertenecían a *C. trachomatis.* Las secuencias fueron cargadas a la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI) ([tabla 2](#t0002){ref-type="table"}). El análisis por jModel Test determinó como modelo apropiado para la región analizada a TPM1uf+G. En el árbol filogenético, se observó que el 62% de las secuencias pertenecen al genotipo E, 15% al genotipo J, 15% al genotipo D y 8% al F ([figura 1](#f0001){ref-type="fig"}).

###### 

Distribución de los genotipos de C. trachomatis según síntomas y edad.

  Cepa       Gen Bank N° de acceso   Genotipo   Síntomas   Edad (años)
  ---------- ----------------------- ---------- ---------- -------------
  ARG 04G    KM191149                E          SI         31
  ARG 46G    KM191150                E          SI         20
  ARG 97G    KM191151                E          NO         21
  ARG 117G   KM191152                E          SI         23
  ARG 190G   KM191153                E          SI         22
  ARG 219G   KM191154                D          SI         29
  ARG 278G   KM191155                E          SI         25
  ARG 287G   KM191156                E          SI         26
  ARG 395G   KM191157                E          SI         17
  ARG 449G   KM191158                D          NO         18
  ARG 58G    KM191159                J          SI         33
  ARG 105G   KM191160                F          SI         18
  ARG 302G   KM191161                J          SI         22

![Análisis Filogenético de una región del gen ompA de C. trachomatis (576 pb), construido por Maximum Likelihood usando TPM1uf+G como modelo. Los bootstraps están indicados en los nodos externos.](revespquimioter-31-21-g001){#f0001}

DISCUSIÓN {#sec4}
=========

*C. trachomatis* es actualmente la bacteria más prevalente en infecciones de transmisión sexual. Sin embargo, esta prevalencia presenta una amplia variación, debida principalmente a la metodología empleada para la detección y al tipo de población analizada \[[@cit0002]\].

En este estudio se obtuvo una prevalencia del 8,5% mediante la amplificación del plásmido críptico. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Monetti et al \[[@cit0011]\] en un trabajo realizado en 2013 en la provincia de Córdoba, donde se obtuvo una prevalencia de 7,3%. Otro estudio realizado por Cuffini et al \[[@cit0012]\] en la ciudad de Córdoba para una población de mujeres asintomáticas, mostró una prevalencia de 13,7% para *C. trachomatis* mediante PCR para plásmido críptico. Sin embargo, este porcentaje hace referencia a un rango de edades entre 18 y 24 años. En nuestro estudio se encontró una prevalencia de 10,1% en este rango etario. Por otra parte, una prevalencia mayor, del 20,4%, fue reportada en 2009 por Sánchez Monroy et al \[[@cit0002]\], quienes estudiaron una población abierta de mujeres en la Ciudad de México, con una edad media de 34,2 años.

En un trabajo realizado en una población del noreste argentino por Deluca et al \[[@cit0013]\] donde analizaron 189 muestras de cepillado endocervical correspondiente a mujeres sexualmente activas, con un rango de edad entre 16 y 58 años, la prevalencia de *C. trachomatis,* obtenida mediante amplificación del plásmido críptico*,* fue del 24,9% pero cabe aclarar que todas las muestras analizadas correspondieron a mujeres en las que previamente se observaron alteraciones en el epitelio cervical.

Algunos autores \[[@cit0012],[@cit0013]\] afirman que existe mayor prevalencia de *C. trachomatis* en jóvenes menores de 25 años de edadEn este estudio se observó que hubo una mayor prevalencia de la infección por *C. trachomatis* en el rango de edad comprendido entre los 14 y 25 años, constituyendo el 60,5% del total de mujeres infectadas.

Los resultados obtenidos del análisis filogenético indican que el genotipo E fue el más frecuente (61,5%), seguido por los genotipos D (15,4%), J (15,4%) y por último el F (7,7%). En la ciudad de Córdoba, Argentina, en la genotipificación de muestras provenientes de pacientes asintomáticas y sexualmente activas, se observó que el genotipo E era el más frecuente (73%), seguido del genotipo D (16,2%), y con menor frecuencia los genotipos F y G (5,4%) \[[@cit0003]\]. Gallo Vaulet et al \[[@cit0014]\] informó los genotipos E, D y F en un estudio de mujeres sintomáticas en la ciudad de Buenos Aires, con una frecuencia de 46,9%, 21% y 16,1% respectivamente.

En Sfax, Túnez, Gharsallah et al \[[@cit0015]\] se reportó una prevalencia de *C. trachomatis* del 4,2% (n*=* 4067) en mujeres y hombres; en la genotipificación estuvieron presentes todos los genotipos para infecciones urogenitales (D-K) excepto el J, con una mayor prevalencia del genotipo E, que se encontró en el 90,6% de pacientes infectados.

En líneas generales, nuestros resultados de frecuencia de genotipos coinciden con lo reportado en la mayoría de los estudios publicados, tanto en Argentina \[[@cit0011],[@cit0014]\] como en otros países \[[@cit0015]\], en los cuales se detecta una mayor prevalencia de los genotipos E, D y F en infecciones genitales. No obstante, es importante destacar que en la población analizada se observó un 15% del genotipo J a expensas del genotipo F, situación que no se observa en otros trabajos.

En relación al análisis filogenético, el árbol construido mostró tres grandes subdivisiones. Se obtuvo una distribución de genotipos similar a lo descripto por Brunelle et al \[[@cit0010]\], en la caracterización filogenética del gen *ompA*, donde proponen que existe una tendencia marcada en la agrupación de los serovares, que no está relacionado con el tropismo tisular.

Como ya se ha mencionado, *C. trachomatis* produce una infección de transmisión sexual frecuente que puede conducir a graves problemas reproductivos. La detección rutinaria de *C. trachomatis* y su tratamiento específico son importantes y necesarios, principalmente por la presentación mayormente asintomática de esta infección.

Este trabajo es el primer aporte sobre la epidemiología molecular de *C. trachomatis* en la provincia de Misiones, Argentina, con información de genotipos circulantes. Aproximadamente una de cada 10 mujeres tienen infección por *C. trachomatis* siendo más frecuente entre las mujeres con sintomatología vaginal y más jóvenes. El principal genotipo identificado fue el E, presente en tres de cada cinco mujeres. Estos resultados evidencian la importancia de realizar diagnósticos con métodos de elevada sensibilidad favoreciendo tratamientos tempranos, reduciendo riesgo de diseminación del agente y evitando complicaciones graves.
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